コウノウド semi-open セイチ バイヨウホウ ニヨル scaffold-free cartilage ノ テイシュツリョク チョウオンパ パルス ノ コウカ ハ ソノ サイボウ ノウド ニ エイキョウスル by 上中 一泰
Relation of low-intensity pulsed ultrasound to
the cell density of scaffold-free cartilage in








コウノウド semi-open セイチ バイヨウホウ ニヨ
ル scaffold-free cartilage ノ テイシュツリョク















Relation oflow－intensity pulsedultrasound to the cell density of
SCaffold－free cartilageinahigh－density static semi－OPenCulture
SyStem
（高濃度semi－OPen静置培養法によるscaffold－free cartilageの低
出力超音波パルスの効果はその細胞濃度に影響する）
主査　教授　　村　上　　節
副査　教授　　犬　伏　俊　郎
副査　教授　　村　田　喜代史
別紙様式3
．論　文　内　容‘要　旨
（ふ　り　が　な）
氏　　　名
うえなか　かずひろ
上中　一泰
学位論文題目
Relationoflow－intensityi）ulSedultrasoundtothecelldenSibTOf
SCa蝕11d－frcecartilageinahigh－deJlSibTStaticSemi－OPenCuIturcsystcm
（高濃度semi・Open静置培養法によるSCa助址鉦eecar也ageの低出力超音波パル
スの効果はその細胞濃度に影響する）
【目的】
組織工学の分野の進歩によって、軟骨損傷の治療の可能性が徐々に広がってきている。
軟骨再生の先駆的な治療として自家軟骨細胞移植（ACT）が行われて以来、様々な人工物をスキヤ
フオールドとして用いた軟骨組織の再生が試みられてきた。軟骨細胞は単層培養すると、短期間
に脱分化を起こし、本来の軟骨細胞の持つ形質を失ってしまう。しかし、スキヤフオールドを用
●
いた三次元細胞培養法は軟骨細胞の脱分化を抑制し、その形質を再分化させることが分かってき
た。近年、スキヤフオールドを用いた三次元培養軟骨とは異なって、胎生期の前軟骨期の細胞凝
集に似たスキヤフオールドフリーの関節軟骨の再生が斬新な組織工学的手法として注目されてき
ている。今回の実験において、我々はその手法を応用し、シンプルなcuhure町Stemを用いた
sca肋は・血eeの軟骨様組織を作成した。又、軟骨細胞濃度を調節することで脱分化を防ぎ、その
形質を再分化させることを試みた。さらに作成した組織への骨折治癒促進効果のある低出力超音
波パルス凪IPUS）の基質合成効果の有無を調査した。
【方法】
ラット軟骨細胞を単層培養にて増殖させた後、多孔性の合成半透膜上に3種類の段階的な細胞
濃度、1．0，乱仇4．0×107cellS／cm2で播種させて、細胞間相互作用を誘導させsca肋ld・丘e這軟骨様
組織を作成した。その組織をuPUSにより20分／日で刺激した。超音波刺激の基質合成の効果を
調べるために、軟骨基質合成に関与するmRNAの発現を
real・timereversetranscription・POly皿eraSeChainreaction卸・PCR）法にて評価した。Type
IIcolhgen，typeIcollagenやproteoglycanの合成を組織学的手法により評価した。また、作成
した軟骨様組織のglycoSaminoglycan（GAG）の濃度をdimethylmethylenebheO］MMB）牡を用
いて測定した。
【結果】
高濃度で軟骨細胞を培養すると凝集して組織となり、肉眼的、組織学的な所見から、
2．0×107ccllsIcm2groupのみ自然な関節軟骨に似たプレート状の組織となった。
Real・timePCRの統計学的な分析において、2．0×10Tcells／cm2groupの細胞濃度では他の2つの
許OupよりtypeIIcollagenとaggrecanは有意に高く発現していた。
興味深いのは、2．OrXlOTcel1S／cm2groupのみLIPU等をもちいることでa．ggrecanのmRNAの発現
が有意に高く発現していた。さらに、DMMB酷を用いた測定においてGAG濃度がuPUSを用い
た群で有意に高かった。、
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【考察】
アガロースゲル、アルジネートやコラーゲンなどの数多くのスキヤフオールドを用いた培養が
有効である報告が多数存在し、実際にその組織を生体内に移植した報告もある。しかし、その組
織の生体適合性や長期間での安全性や副作用については知られていない。
スキヤフオールドを用いずに高濃度培養を行うと脱分化が抑制され、細胞間同士の接着が促進さ
れることで軟骨合成がすすみスキヤフオールドフリーの軟骨様組織が作成できる。高濃度培養に
よる問題点として栄養や酸素の供給が不十分になりやすい点があげられる。永井らは、これらの
問題に叩enrOt如bndculhmをもちいてこの間題を解決しようとした。また、Gmganらは透
析の半透膜を用いたclosed野Stemを用いて軟骨組織を作成したが、酸素や栄養の十分な交換が
行いにくい。今回の研究ではceramicporoliSmembraneを用いたsemi・OpenStatic野Stemを
考案し、t押eIIcoll乱評nやproteo由Canに富む良好なスキヤフオールドフリー軟骨組織を作成
できた。さらに静置する環境では細胞がつくる成長園子や基質分子が集積しやすくなるのも利点
の一つと考えられる。
hIPUSは現在、骨折の治癒促進効果が認められ整形外科の治療に臨床応用されている。uPUS
のproteo由can合成促進効果はPardziらによってはじめて報告されたが、スキヤフオールドフ
リーで作成した軟骨組織への効果の報告はない。今回の結果よりAgg柁CanmRNAの発現が促進
され、GAG濃度も高くなることから、良好な軟骨を作成できた2．0×107cells元m2groupの細胞濃
度でLIPUSの効果が認められることが分かった。　しかし、LIPUSの作用する分子機構やその至
適条件についてはさらなる研究が必要である。
【結論】
この研究では関節軟骨細胞から配a飽田・丘eeの軟骨様組織を作成することができる新たな
Semi・OPen畠taticculture野Stemを紹介した。IJIPUSはその組織における基質合成を高めて、
sca肋Id・丘eeの軟骨様組織と組み合わせて用いることでより良好な移植軟骨を作成する有効な
手段となる可能性がある。
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「
関節軟骨は損傷されると再生しないと考えられており、関節軟骨損傷や変形性膝関節症に対
する治療は困難とされている。本論文は、関節軟骨細胞の移植療法を実現するために、細胞間
相互作用を応用する手法を改良し、さらに低出力超音波パルス刺激（lowintensity pulsed
ultrasound；LIPUS）を併用して軟骨様組織の作製を試みたものである。
結果を以下に示す。
1）ラット軟骨細胞を単層培養にて増殖せしめた後、多孔性の合成半透膜上に播種する高濃度
培養法を考案し、タイプ2コラーゲンやアグリカンなどの軟骨基質合成能を評価することによ
り、培養に供する至適細胞濃度が2．0×107cells／cm2であることを明らかにした。
2）さらに上記の条件下において、L工PUS　を併用することにより、アグリカンやコンドロイチ
ン硫酸の合成能力が高まることを示した。
以上より、LIPUSを併用する高濃度semi－Open静置培養法は良質の軟骨様組織作製法である
と結論した。
本論文は、Scaffold－freeの条件下における軟骨細胞から良質な軟骨様組織を作製する方法
を新たに考案したものである。この結果は、治療困難な関節軟骨損傷や変形性膝関節症に対す
る再生治療の可能性を切り開くものであり、博士（医学）の学位論文に値するものと認められ
た。
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